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図 1-図 24 















のうち、シロイヌナズナの FILAMENTOUS FLOWER (FIL)は葉原基の背軸側
で、PHABULOSA (PHB) は向軸側で、わずかな重複があるが葉原基を二分す











を発現し、後の発生過程で向軸側の細胞から順に FIL の発現を止めて PHB を
発現するという切り替えが、次々と起きていることを見出した。 
次に、FIL の発現領域が野生型より広く見えることが知られている変異体












とが知られていたので、プラスチドの何らかの機能が PHB と FIL の発現制御
を介して葉の形態形成に関わっていることが示唆された。そこで野生型植物に
おいていくつかの条件でプラスチド機能を阻害したところ、プラスチド遺伝子
の発現阻害によって enf2とよく似た FILと PHBの発現異常が見られた。さら
に enf2においては、プラスチド遺伝子の発現レベルが全体的に低下していたこ
とから、これが原因となって enf2における FILと PHBの発現領域の境界移動
を遅らせていると考えられた。プラスチドの遺伝子発現状態は核における遺伝








て FIL と PHB の動的な発現変化を提示する。この成果に基づいて、葉がどの
ようにして平面的で非対称性な構造として発生するのか、という問題の解明が
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として見え始めたばかりの葉原基を P1 期の葉原基と慣習的に呼ぶ(Long and 
Barton, 2000) (図 2A)。その後の発生過程では、既存の葉原基の発生が進むと同
時に一つずつ新たな P1葉原基が茎頂分裂組織から出現するので、それに伴って
P1期だった葉原基は P2期へ、P2期だったものは P3期へと、発生段階が進ん





















つの Class III HomeoDomain–Leucine Zipper (HD-ZipIII)ファミリータンパク
質をコードする PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV), REVOLUTA 
(REV)と(以下、PHB様遺伝子と呼ぶ)、LATERAL ORGAN BOUNDARY (LOB)
ドメインファミリーのタンパク質をコードする ASYMMETRIC LEAVES2 
(AS2)が知られている。一方背軸側で発現するものは 4つの YABBY (YAB)ファ
ミリータンパク質をコードする FILAMENTOUS FLOWER/YABBY1 (FIL), 
YAB2, YAB3, YAB5と、3つの KANADI (KAN)ファミリータンパク質をコー
ドする KAN1, KAN2, KAN3と、2つの AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF)
タンパク質をコードする ETTIN/ARF3 (ETT), ARF4 が挙げられる (Kidner 
and Timmermans, 2010; Efroni et al., 2010; Szakonyi et al., 2010; 
Yamaguchi et al., 2012)。 
向軸側で発現する PHB様遺伝子および AS2は、いずれも一つの遺伝子を葉
原基全体で発現させただけで全体が向軸側様の性質を持つ針状の葉、あるいは
大部分が向軸側様の性質の葉になる  (McConnell and Barton, 1998; 
McConnell et al., 2001; Mallory et al., 2004; Lin et al., 2003; Xu et al., 2003)。
また、これら向軸側で特異的に発現する遺伝子の一つだけを機能欠損した変異
体は、葉の平面性や向背軸に沿った非対称性に大きな異常を示さない(Prigge et 
al., 2005; Xu et al., 2003)が、phb rev二重変異体、phb phv rev三重変異体や、
as2変異とその表現型を昂進する変異や薬剤処理との相加的効果によって、全体
または広い範囲で背軸側様の性質を持つ葉が形成され、やはりこれらも針状ま
たは細い形態の葉となる(Emery et al., 2003; Prigge et al., 2005; Fu et al., 
2007; Huang et al., 2006; Pinon et al., 2008; Yao et al., 2008; Yang et al., 




囲に見られる細い葉を形成し、針状の葉を形成する場合がある(Sawa et al., 
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1999; Siegfried et al., 1999)。また fil yab3や fil yab3 yab5の機能欠損多重変
異体は、細いまたは針状の葉を形成し、向軸側様の性質と背軸側様の性質が入
り交じったような、向背軸の非対称性が失われた葉を形成する(Siegfried et al., 
1999; Stahle et al., 2009; Sarojam et al., 2010)。KANファミリーの転写因子は、
一つの遺伝子を葉原基全体で強く発現させただけで、全体が背軸側細胞様の性
質を持つ針状の葉になる(Kerstetter et al., 2001; Eshed et al., 2001; Eshed et 
al., 2004)。また kan1 kan2や kan1 kan2 kan3の多重変異体の葉は向軸側様の
性質が広い範囲に見られ、細く突起のある形態となる(Eshed et al., 2001; Eshed 
et al., 2004)。ETTと ARF4はそれらを単独で葉原基全体で発現させると野生型
の葉とあまり変わらない葉、または as2 変異体様の葉が形成される(Pekker et 
al., 2005; Fahlgren et al., 2006; Hunter et al., 2006)が、これらを機能欠損させ
た ett arf4 二重変異体は kan1 kan2 とよく似た細く突起のある葉を形成する
(Pekker et al., 2005)。また、これらの ARFタンパク質は KANファミリーの転
写因子とタンパク質複合体を形成して転写制御機能を発揮していると考えられ





る(Mallory et al., 2004)。PHB様遺伝子の転写は葉原基の広い範囲で起きてい
るが、miR165/166が背軸側で特異的にこれらを発現抑制するため、向軸側での
み発現すると考えられている (Kidner and Martienssen, 2004)。また、
trans-acting small interfering RNAに属す RNAのうち tasiR-ARFsは、向軸
側で活性を持ち、ETT と ARF4 の mRNA との相補的な配列によってこれら
mRNA を特異的に切断するので、向軸側での ETT と ARF4 の発現を抑制して



















係である。この相互抑制の重要性は当初Eshedらによって提唱され(Eshed et al., 
2001)、現在までに多くの研究者によって支持されている (Kidner and 
Timmermans, 2010; Efroni et al., 2010; Yamaguchi et al., 2012; Byrne, 2012)。
この相互抑制関係は、転写因子が別の遺伝子の転写を直接抑制するというもの
(Wu et al., 2008)と、低分子 RNAが標的mRNAと相互作用して切断するとい
うもの(Kidner and Martienssen, 2004; Chitwood et al., 2009)がよく解明され
ているが、その他別の因子を介した間接的な転写抑制や活性抑制も数多く存在
すると見られており、向軸側と背軸側の遺伝子群全体で複雑な制御ネットワー








子発現パターンが葉の発生過程で初めて見られるようになる頃(Sawa et al., 
1999; Siegfried et al., 1999; McConnell et al., 2001; Eshed et al., 2001; 
Kidner and Martienssen 2004; Pekker et al., 2005; Iwakawa et al., 2007; 



























動して作用することが知られている(Chitwood et al., 2009; Carlsbecker et al., 
2010; Miyashima et al., 2011)。また、KAN遺伝子群が PHB様遺伝子群の発現を
抑制するときには植物ホルモンである auxin を介していることが示唆されてい
るし(Ilegems et al., 2010)、PHB様遺伝子群がmiR165/166の産生を抑制する















に明記または示唆する記述がなされてきた(Kidner and Timmermans 2010; 















(Toyokura et al., 2011)だけでなく、それと相同な存在と考えられる子葉原基
(Gillmor et al., 2010)やガク片原基(La Rota et al., 2011)、また相同ではないが花
芽原基(Heisler et al., 2005)についても報告されている。さらに、この二領域が
同様に分かれているという観察結果は、シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)
だけでなくキンギョソウ (Antirrhinum majus)やハゴロモモ (Cabomba 








FIL は P0 期には葉原基形成予定領域の全細胞で発現するように見えるが、P1
期以降では葉原基の背軸側 4 細胞層程度に限定されるという記述がある(Sawa 
et al., 1999; Siegfried et al., 1999)。さらに P6期前後には背軸側 3細胞層にま














本研究では FIL の発現領域をマーカー遺伝子 FILpro:GFP (Watanabe and 
Okada, 2003)によって可視化し、PHBの発現領域をmiR165/166活性の無い、
または低い、領域のマーカー35Spro:miYFP-W (Toyokura et al., 2011)によって
間接的に可視化して葉の発生段階を追って詳細に観察した。結論から述べると、
P0期頃の葉原基では、全ての細胞でFIL発現とmiR165/166活性が見られるが、
その後向軸側の細胞から順に FIL の発現と miR165/166 の活性が抑えられ、
PHBを発現するように切り替わってゆくという、新たな FILと PHBの動態が
明らかとなった。 











(Woodson and Chory 2008; Pogson et al., 2008; Larkin and Ruckle, 2008; 
Pfannschmidt, 2010; Inaba et al., 2011)。これらの結果は、プラスチドの機能
がどのようにして葉の形態形成に関与するかという、以前から議論されて来た
謎の多い問題の一部を解明するものである。 



























FILpro:GFP (FIL 遺伝子の翻訳開始点から 5’上流-6011bp のプロモーターで、
小胞体局在型 GFP を発現するマーカー; Watanabe and Okada, 2003)、
PHBpro:YFP (PHB 遺伝子の翻訳開始点から 5’上流-3754bpまでのプロモータ
ーで、小胞体局在型 YFP を発現するマーカー ; 渡辺  2003 博士論文 )、
35Spro:miYFP-W (小胞体局在型 YFPのコーディング配列にmiR165/166の認
識配列を付加し、これをカリフラワーモザイクウイルス 35S プロモーターで発
現するマーカー; Toyokura et al., 2011)は当研究室で渡辺恵郎博士によって作
製されたものを用い、変異体への導入は交配によって行った。 
突然変異体 enf2 (enf2-1 ene 二重変異体および各々の単一変異体)は渡辺恵郎博
士のスクリーニングと爲重による戻し交配によって単離された変異体である。
(渡辺  2003 博士論文 ; 爲重  2009 修士論文 )。突然変異体 enf2-2 
(SALK_063761), phb-13 (Prigge et al., 2005), flv, sus2-4, sus2-5, 
SAIL_165_F07, SALK_054291 の種子は Arabidopsis Biological Resource 
Center (ABRC, 米国)から取り寄せた。突然変異体 phb-1d (McConnell and 
Barton, 1998)と rev-6 (Otsuga et al., 2001)は J L Bowman教授 (モナシュ大学, 
オーストラリア)から頂いたもので、L.er 背景の変異体であるが、当研究室にお






ハイター、花王, 東京都)に 0.01% Triton-X100 を加えた液中で 10分間振盪し、
純水で４回置換洗浄し、純水に浸したまま 4℃暗所下で 2日吸水させてから、寒
天培地上に播種した。寒天培地の組成は水溶液 2 L につき、ムラシゲ・スクー
 14 
グ培地用混合塩類 1 L用(日本製薬, 東京都)を 1袋、mio-inositol (10 mg/ml)を
10 ml、Thiamin-HCl (2 mg/ml)を 200 µl、MES-KOH (5%(w/v), pH5.7)を 20 ml、
sucroseを 20 g、purified Agaroseを 20 g、を含む。これをオートクレーブし
てからプラスチックシャーレに分注し、冷まして固めてから用いた。 
特に指定しない限り、試薬はナカライテスク (京都府)または和光純薬工業 (大
阪府)の製品を用いた。純水には Milli-Q 装置(Merck Millipore, 米国)で製造し
た超純水を用いた。 









(約 60 !mol m-2 s-1)で生育させた。ただし、暗所で生育させる場合はアルミフォ
イルで二重に包んで同グロースキャビネット等に入れて育てた。変異体
phb-1d/+ は安定した表現型を示す 16℃で生育させた。 
栽培用土壌にはバーミキュライト GL(ニッタイ株式会社, 大阪府)を用い、プラ
スチックポットに入れてその上に播種、または寒天培地上から芽生えを移植し














いて SOLiD4TM (Life Technologies, 米国)である。ゲノム DNA の抽出は





実体蛍光顕微鏡による VENUS 蛍光観察には GFP フィルタを組み込んだ
SZX16 (オリンパス株式会社, 東京都)を用いた。蛍光像の撮影は CCD カメラ





2-6. 共焦点レーザースキャン顕微鏡による観察  
共焦点レーザースキャン顕微鏡による観察には LSM510META(Carl Zeiss、ド
イツ)を用いた。GFP及び YFP (または VENUS)の蛍光を観察する際は 488 nm、
クロロフィル蛍光を観察する際は 543 nm、の励起レーザーを照射した。蛍光の
検出にはλモードで波長別の光強度データを取得した後、同顕微鏡システムに




















プレート上に播種後 2 週間育てた植物の本葉を、固定液 1 (4％パラフォルムア
ルデヒド、1％グルタールアルデヒド、0.05 Mカコジル酸バッファー、pH 7.4)





EPON resinの等量混合液) (EPON 812 resin; TAAB Laboratories, UK)の中で
一晩静置した。これを EPON resin中に包埋し、60℃で 48時間かけて硬化させ
た。 
超薄切片は Ultramicrotome (Leica,ドイツ)を用いて作製し、これを銅グリッド
上に乗せた。観察前にこれを 4％ウラニル酢酸と 4％クエン酸鉛で染色した。 





て PCRなどに用いた。抽出操作には DNA自動分離装置 PI-50α(倉敷紡績株式
会社, 大阪府)を用い、推奨プロトコールに従って抽出した。得られた DNA は
TE中に溶解して-30℃で保存した。 
大腸菌及びアグロバクテリウムからのプラスミド DNAの抽出にはWizard SV+ 
miniprep kit (プロメガ株式会社, 東京都)を用い、推奨プロトコールに従った。
DNAの保存は純水中または TE中に溶解して-30℃で保存した。 
 
2-10. ENF2 mRNAのスプライシング異常の解析 
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それぞれの植物について播種後 8日の芽生え地上部を 30個体分ずつ集め、液体
窒素で凍結して破砕し、RNeasy Plant Mini Kit (株式会社キアゲン, 東京都)を
用い、推奨プロトコールに従って total RNA を抽出した。逆転写反応は
SuperScript III First Strand Synthesis System for RT-PCR (Life 
Technologies, 米国)を用いてランダムヘキサマーとオリゴ dT の混合物をプラ
イマーとして推奨プロトコールに従った。この逆転写反応液をテンプレートと
して 1μL用い ENF2の 1番エキソンと 4番エキソンを標的としたプライマー
(表 3)で PCR反応を行った。このとき PCRの増幅反応が飽和するように 40サ
イクルで PCR反応を終えた。PCR産物は通常のアガロースゲル電気泳動の他、




1,2枚目本葉が約 500 !m長に達した芽生え(野生型:播種後 5.5日, enf2:播種後 7
日)の子葉と胚軸を可能なかぎり実体顕微鏡下で切除し、その茎頂部サンプル 60
個から total RNAを RNeasy Plant Mini Kitを用いて推奨プロトコールに従っ
て抽出した。逆転写は QuantiTect Reverse Transcription Kit (株式会社キアゲ
ン, 東京都)を用いて推奨プロトコールに従って行った。定量的 PCR には
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (株式会社キアゲン, 東京都)を用いて表 3の
プライマーセットとともにPCR反応を行った。データ収集と解析はRotor-Gene 
Q (株式会社キアゲン, 東京都)と専用ソフトウェア Rotor-Gene 6000 series 
software 1.7 (株式会社キアゲン, 東京都)を用いて行った。内部標準遺伝子とし
てβ6TUBULINを用いたが 18S rRNAも用いた場合にもほぼ同じ結果を得た。 
 
2-12. DNAコンストラクトと植物への形質転換 




ンの上流 527 bpからストップコドン下流 498 bpを含む)を用いた。この断片は
野生型から抽出したゲノム DNAを鋳型に PCRで増幅した。制限酵素 Acc65 I
と Not Iの認識配列を付加したプライマー(表 2)での PCR産物をそれぞれの制
 18 
限酵素で切断し、pBluescript SK attB1/2 (pBluescript II SK+ (Agilent 
Technologies, 米国)を改変したもの)のマルチクローニングサイトにサブクロー
ニングした後、GATEWAY Technology (Life Technologies, 米国)を用いて
pDONR Vector (Life Technologies, 米国)に移し、さらにバイナリーベクター
pGWB-NB1 (Toyokura et al., 2011)に移した。 
FILpro:CRE-GR の作製においては、6,011-bp FIL promoter (Watanabe and 
Okada, 2003)と、CRE-GRコーディング領域および 35S terminatorを含む配
列(Anastasiou et al., 2007においてpML518と記載されたベクターに由来する)
をそれぞれ PCR プライマー(表 2)によって ApaI サイトを付加し、それぞれ
pBluescript SK attB1/2 にクローニングした。その後 FIL promoter 断片を
ApaI処理で切り出し、CRE-GRの開始コドン直前の ApaIサイトにライゲーシ
ョンで挿入して FILpro:CRE-GR を作製した。これをさらに GATEWAY 
Technology を用いてバイナリーベクターpGWB-NB1に移した。 
35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUS のベクターは、これを含む既存のバイナリーベ
クター(ML988として Anastasiou et al., 2007に記載)をそのまま用いた。 
FILpro:CRE-GR と 35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUS はそれぞれ野生型に形質転
換してホモ接合体を得たのち、両者を交配して得た F1植物において DEX処理
を行い、その後 VENUS 発現パターンを解析した。野生型背景で解析に用いた





200 mg/L クラフォラン(サノフィ株式会社, 東京都)を添加して、その上に播種
し、選抜した。選抜用薬剤の種類と濃度は、BASTA 耐性で選抜する場合には
7.5 mg/L glufosinate ammonium (シグマ アルドリッチ ジャパン合同会社, 東
京都)、カナマイシン耐性で選抜する場合には 20 mg/L Kanamycin sulfate (シ
グマ アルドリッチ ジャパン合同会社, 東京都)である。 
 
2-13. その他の分子生物学的な解析 
PCR反応は特記しない限りポリメラーゼ ExTaq (タカラバイオ株式会, 滋賀県)
および付属のバッファー類を用い、推奨プロトコールに従って、GeneAmp PCR 
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system 9700 (Life Technologies, 米国)でサイクル反応を進めた。電気泳動には
LO3 アガロース(タカラバイオ株式会, 滋賀県)または Nusieve アガロース
(Lonza Rockland, 米国)を用いた。 
DNAの配列決定には、BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit ver. 3.1 (Life Technologies, 米国 )と 3130 Genetic Analyzer (Life 
Technologies, 米国)を用いて塩基配列を決定した。PCR 産物の配列決定には、
MinElute (株式会社キアゲン, 東京都)で PCR産物を精製したものをBigDye反
応に用いた。 
DNAの配列データの解析には sequence analysis ver.3.0 (Life Technologies, 




はMathematica 7.0 (Wolfram Research, 米国)ソフトウェアを用いて行った。 
モデル中の関数 f1と f2のヒル係数は 2、関数 g1と g2のヒル係数は 1としてモデ
ル化した。これは関数 f が AB と AD の転写抑制を想定しているため、転写因
子が転写制御をする場合に二量体以上の複合体を形成して働くのが一般的だか
らである。また関数 gは miRNAまたは tasiRNAによる mRNA分解を想定した
もので、この反応は通常一対一の反応だからである。しかしここでは、多種類
の遺伝子産物を AD, AB という二つの因子の振る舞いとして単純化して扱って
いるので 2 次と 1 次のヒル式を用いる必然性はあまりない。なお、ヒル係数を












第 3章 結果 
 
3-1. 野生型における FILと PHB発現領域の変化 
 
3-1-1. FIL発現領域の縮小と PHB発現領域の拡大 
FILpro:GFP を発現する植物を茎頂横断面で観察し、葉原基全体とその内部
の FILpro:GFP 発現領域の断面積を計測すると、成長の進んだ大きめの葉原基
ほど FILpro:GFP 発現領域の割合が低いことが示されていた(Toyokura et al. 
2011; 為重 2009修士論文; 図 3A)。そこで、FILの発現領域と同時に PHB様
遺伝子の発現領域も発生の進行に伴って変化するのかどうか調べるため、
FILpro:GFP (Watanabe and Okada, 2003)の GFP蛍光と、PHB様遺伝子の発

















胞層数を数えにくい(図 3E, F)。しかし図 3E, Fのように、向背軸に沿って 6細
胞層の厚みのある部分で数えると、およそ背軸側 4 から 5 細胞で FILpro:GFP
が発現し、向軸側 1から 2細胞で 35Spro:miYFP-Wが発現していた。境界に位
置する１細胞程度で両マーカー遺伝子の重複した発現が観察されたが、それ以
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外の細胞では、どちらか一方のみの特異的発現が観察された(図 3E, F)。 
150 !m長程度(P3期から P4期)の葉原基では、葉身らしい領域が側方へ扁平
に成長を始めており、向背軸に沿って 6 細胞層程度の厚みがある。この段階で





軸側では FILpro:GFPの発現が見られなかった(図 3G矢じり)。 






























































るため、このままでは蛍光タンパク質 VENUS を発現しない。ただし、2 ケ所
の loxPの直後に小胞体局在型 VENUSの ORFを連結してあり、CREによって







DEX 処理した。その結果、葉のほぼ全ての細胞で VENUS 蛍光が見られた(図
6B, E, F)のに対し、栄養成長期でも生殖成長期に入っても一貫して茎頂分裂組







では見られない」という観察事実と一致する(Toyokura et al., 2011; Gillmor et 




次に、CRE/loxP 組換えの DEX 依存性を確認するため、DEX 処理なしの生
育条件で FILpro:CRE-GRと 35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUSを持つ形質転換植
物を育てた。その結果、VENUS の発現が葉の表側でも裏側でも斑点状に一部










次 に 、 DEX 処 理 な し で 育 て た FILpro:CRE-GR 
35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUS 形質転換植物を DEX 処理した後早い時点で
VENUS発現パターンを観察することで、DEX誘導後の VENUS蓄積に要する




似たパターンで VENUS の発現が見られた(図 6K)。このとき FILpro:GFP の
GFP蛍光よりも向軸側に 1細胞程度広い範囲の細胞でVENUS蛍光が見られる。
この原因としては、DEX 処理時には FIL を発現していた細胞のうち、その後
12時間以内に一部の細胞で FILの発現が抑えられることが考えられる。またご
く微量の CRE-GR タンパク質が loxP サイトの組換えを起こすことも考えられ





3-1-3. 向軸側細胞から FILの発現が抑制される時空間パターン 
前節において実験系の実用性が確認できたので、次に前述の「葉の発生過程
で向軸側寄りの細胞から次々に FIL の発現を抑制している」という点を裏付け
るため、葉の発生のさまざまな段階から DEX 処理を行い FIL 発現細胞の系譜
を追跡してみた。なおここでは、当研究室の標準生育条件において発生スケジ







上述の通り播種時(0 日目)から DEX 処理を行うと葉のほぼ全ての細胞で
VENUS が発現した(図 7A)。また一部の葉では、向軸側中央付近の一部の表皮





処理した場合にも、VENUS発現パターンは 0日目の処理と同様であった(図 7C)。 
しかし、播種後 4日目以降で DEX処理すると VENUSパターンに変化が現
れた。3枚目本葉が 20 ~ 50 !m長(P1期前後)である 4日目から DEX処理する
と、VENUSの発現領域は 0, 3日目での DEX処理の場合より狭くなった(図 7J)
が、それでも向軸側表皮の多くと向軸側第 1 層の葉肉の中央以外で広く発現し
ていた(図 7D, K, N)。さらに処理を遅らせて 100 !m長(P3期)前後の段階であ
る 5日目、200 ~ 300 !m長(P5期)前後の 6日目、400 ~ 500 !m長(P7期)前後





察された(図 7L, O, P)。この VENUS発現パターンは、FILpro:GFPの 300 !m
長前後の葉原基での発現パターン(図 3J-L)とよく一致することから、CRE-GR
による組換えが起こるのは DEX処理時点で FILpro:GFPの GFP蛍光が検出で
きる細胞と概ね対応していると考えられた。つまり、300 !m長前後の葉原基の
頂端側では細胞伸長している周縁部細胞を境に向軸側では FILpro:GFP は発現





背軸側から観察するとほぼ全面で VENUS の発現が見られ(図 7I)、断面を観察
すると背軸側 2から 3細胞程度で発現していることがわかった(図 7Q, R)。この
VENUS 発現パターンも、相当する発生段階の FILpro:GFP の発現パターンと
よく一致していた(図 4F-J)。 
以上に見て来た FILpro:CRE-GR と 35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUS による






3-2. FIL と PHB の発現動態に異常を示す変異体 enlarged fil expression 
domain2 (enf2)の解析 
 
前節 3-1で野生型における FILと PHBの発現動態の観察結果から、FILの
発現とmiR165/166活性が次々に向軸側細胞から抑えられ、PHBが発現するよ
うに切り替わってゆくという、これまでに記述されて来なかった現象が明らか





当研究室で単離された変異体 enlarged fil expression domain2 (enf2) は、そ
の名の通り葉原基の FIL 発現領域が野生型に比べて異常に広く見え、同時に
PHB の発現領域が狭く見える変異体である(爲重 2009 修士論文; 図 8A, B)。
この変異体では FIL発現領域サイズが葉の発生開始後間もない頃(断面積 5,000 
!m2以下、およそ P2から P4期程度に相当)には野生型とあまり明確には違わな
いのに対して、発生がある程度進行すると(断面積 10,000 ~ 15,000 !m2、およ
そ P6-P8 期に相当)野生型よりも明らかに大きいことが、図 3A と同様の
FILpro:GFP 発現領域の面積データから分かっていた(為重 2009 修士論文; 図





造をした異常な葉を形成することが知られていた(爲重 2009 修士論文; 図 8K)。
こうした細いまたは針状の葉の形態は、35Spro:miR165 形質転換体(Fu et al., 
2007; Zhou et al., 2007; Li et al., 2005)、35Spro:FIL形質転換体(Siegfried et al., 








細胞がまばらに形成される(爲重 2009 修士論文; 図 8L, M)。この葉肉の分化異
常もまた背軸側の性質が向軸側にまで及んだものと解釈することができる。 





3-2-2. 変異体 enf2での FILと PHBの発現領域の変化 
変異体 enf2においても FILと PHBの発現領域の境界が移動しているのか、
これが野生型よりも遅く進行しているのかどうかを調べるため、enf2 において






い葉原基(50 !m 長、P1-P2 期)では、野生型と比較して FILpro:GFP 発現領域




原基では、FILpro:GFP の発現領域面積が野生型よりも enf2 で大きく、6 細胞
層前後の厚みのある部分で比較すると、FILpro:GFPと 35Spro:miYFP-Wが野
生型ではおよそ 3細胞ずつで発現しているのに対し、enf2変異体ではそれぞれ
背軸側 4細胞と向軸側 2細胞程度で発現していた(図 3H, 8E)。さらに発生が進
んで 300!m長前後(P6期前後)になった enf2の葉原基を観察したところ、先端
では背軸側 2-3細胞層、基部では背軸側 4細胞層前後で FILpro:GFPが発現し、
残りの向軸側で 35Spro:miYFP-Wが発現していた(図 8F-H)。この発現パターン
を野生型のものと比較すると、やはり enf2 では FILpro:GFP 発現領域が広く、
35Spro:miYFP-Wの発現領域が狭いことがわかる(図 3J-L, 8F-H)。 















まず FILpro:CRE-GR と 35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUSを有する enf2 を播
種時および播種後 3日目、4日目から継続的にDEX処理した場合、葉の全細胞、
または向軸側中央付近の表皮を除くほとんどの細胞で VENUS を発現した(図
9A, B, J)。この VENUS発現パターンは野生型において播種時および播種後 3






検定にて各々有意差無し: p = 0.431 > 0.05, p = 0.129 > 0.05; 図 9J)。このこと
から、FIL の発現開始後の最初の抑制までの時間と、その抑制が起こる細胞数
に野生型と enf2であまり大きな差がないと推測された。 
DEX処理開始の時間をさらに遅らせて 5日目から 10日目まで 1日おきに変
化させると、VENUS 発現領域は葉身の側方側へ、背軸側へと限定されていっ
た(図 9C-H, J)。10日目からの DEX処理では向軸側の表皮と第 1層葉肉からは
VENUS の発現がほぼ見られなくなったが、この葉を背軸側から観察すると全








える。しかし、図 8C での FILpro:GFP 発現領域の面積データは葉原基の断面
積あるいは長さ、つまり器官サイズをそろえて野生型と enf2を比較したのと異
なり、図 9Bでの FILpro:CRE-GRと 35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUSを用いた
VENUS 発現領域の解析は播種後の日数をそろえて比較したものである。この
ことは、enf2 の成長速度が野生型より遅かった場合、同じ播種後日数の植物で
DEX 処理を行っても、enf2 では野生型よりも器官サイズが小さい時点で DEX
処理したことを意味する。実際に野生型と enf2の成長速度は異なることを強く
示唆するデータが得られており、1, 2枚目本葉が約 500 !m長に達するまでの播
種後の時間が野生型では約 5.5日、enf2では約 7日、3枚目本葉が約 1,000 !m
に達するのが野生型では播種後約 8 日、enf2 では約 10 日である。つまり、こ
の VENUS 発現領域の面積のプロットからは、FIL の発現が中央から側方方向
に次々抑制されてゆくのが enf2において遅いかどうか明確に結論付けることは
できない。 
以上の通り、中央から側方への方向については FIL および PHB 発現動態を
野生型と enf2で厳密に比較できない問題点は残ったが、enf2では少なくとも向
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FIL の発現パターンや組織全体での発現レベルは AS2, ETT, PHB, REV, 
KAN1, KAN2の機能欠損や全身的過剰発現によって影響を受けることが知られ
ている(Siegfried et al., 1999; Eshed et al., 2001; Eshed et al., 2004; Fu et al., 
2007; Huang et al., 2006; Iwakawa et al., 2007; Garcia et al., 2006)。このとき
の FIL の発現レベルの上昇や低下が、芽生えや茎頂組織全体の RNA を用いた
定量的 RT-PCR で検出されている研究例が複数報告されている(Huang et al., 
2006; Iwakawa et al., 2007; Garcia et al., 2006)。enf2変異体において FILと
PHBの発現動態が野生型と異なることが、これらの向背軸決定に関わるとされ




茎頂組織全体から全 RNAを抽出したもので、この RNA中の mRNA量を定量
的 RT-PCR によって解析した(図 10)。結果 AS2 と ARF4 において、それぞれ




くいものであった。これらのことから ARF4 の発現上昇が enf2 における FIL
と PHBの発現動態の異常に関わっている可能性が示唆された。 
しかし、一方で ARF4が 2倍以上発現上昇する変異体や形質転換体でも enf2







3-3. FILと PHBの発現動態に異常を示す PHB様遺伝子の変異体の解析 







3-3-1. 変異体 phb-1d/+での発生の進行に伴う FILと PHBの発現動態 
PHB 遺伝子の優性変異体 phb-1d は、PHB 遺伝子の mRNA 配列のうち
miRNA165/166によって認識される部分の配列に変異を持つため、miR165/166
によって分解されにくくなった変異体である(Mallory et al. 2004; 図 11A)。こ
の変異は半優性変異であり、phb-1dホモ変異体は棒状の葉を形成して、葉全体
が向軸側様の細胞分化をするが、phb-1d ヘテロ変異体(phb-1d/+)は細い葉やラ
ッパ状の葉を形成することが知られている(McConnell and Barton 1998; 図
11B, C)。また、phb-1d/+の葉身の断面を観察すると柵状組織様の葉肉が比較的
背軸側に近い部分まで広く形成される(Liu et al. 2011; 図 11D, E)。これらの
phb-1d/+表現型は向軸側の性質が葉のより広い範囲に及んだものと考えられて
いる。また phb-1d/+の葉原基では、FIL発現領域が野生型よりも狭く見えると
いう報告がある(Siegfried et al., 1999)。 
そこでまず、phb-1d/+でも葉の発生開始時点に FILが葉原基予定細胞全てで
発現しているのか、はじめから狭くなっているのか調べるため、
FILpro:CRE-GR と 35Spro:loxP-Ter-loxP-VENUS を導入して、播種時から恒
常的に DEX 処理を行った。その結果、葉の全細胞、またはほとんどの細胞で
VENUS の発現が見られ、葉の発生開始時には phb-1d/+でも野生型同様に全細








こで 35Spro:miYFP-W の発現パターンが示すのは miR165/166 耐性の phb-1d




向軸側 2から 3細胞で 35Spro:miYFP-Wが発現しており、両発現の重複する細
胞がわずかに見られた(図 11H, I)。さらに発生の進んだ 300 !m長前後の段階(お
よそ P6期だが、葉原基ごとのサイズのばらつきがあるため、あまり正確でない)
では、形態異常のため必ずしも野生型のような 6 細胞層の厚みを示すわけでは









































3-4-1. enf2のエンハンサー変異 eneの同定 
enf2変異体は葉原基における FILと PHBの発現動態の異常だけでなく、成
熟葉の葉が細く、緑色が薄い表現型を示すため、肉眼で容易に野生型から区別
できる(図 13A, B)。しかし、enf2を野生型に戻し交配して F2世代の植物を観
察すると、親株の enf2と野生型との中間的な葉の形態と色をした弱い表現型の






ものであり、ENF2 ENHANCER (ENE)と呼ぶ (爲重 2009 修士論文)。ENF2
は AT1G31410という遺伝子であると既に同定されており、変異体 enf2ではこ
の 2番エキソン 3’側末端の塩基が Gから Aに塩基置換している (enf2-1アリル
と呼ぶ; 爲重 2009 修士論文; 図 14A)。一方、ENEは染色体マッピングから 1
 34 
番染色体の下腕の末端付近に座乗していることが示唆されていたが、正確なマ




enf2様の表現型を示す個体 (enf2-1 ene両方の変異を持つであろう個体) を 16
個体集めてゲノム DNAを抽出したものである。そのため、この出力されるシー






での 1番染色体 28,836,552 bpから 30,390,933 bpにかけて、およそ 1.5Mbの
領域)において見つかった変異のうち、遺伝子のアミノ酸配列に変化をもたらす





AT1G78920 の T-DNA 挿 入 変 異 株 (SAIL_165_F07, SALK_054291) と
AT1G80070/SUS2の T-DNA挿入変異株(sus2-4, sus2-5; 図 13F)を、それぞれ
enf2と交配して『enf2-1/+ ene/+かつAT1G78920またはAT1G80070のT-DNA
挿入変異がヘテロ』という遺伝子型の F1 植物を作製し、F2 世代の表現型の分
離比を計測した。もし、その T-DNA挿入がENE遺伝子座に起きているならば、
F2世代で弱い enf2表現型(enf2-1単一変異体の表現型)は現れないことになる。
一方 ENEとは別の遺伝子に T-DNAが挿入していれば、ENF2座と ENE座の
遺伝距離から考えて弱い enf2表現型を示す個体が約16%の頻度で現れると期待
される。そしてこの弱い表現型の個体は、AT1G78920の T-DNA挿入変異を持
つ F2 からは 16%に近い頻度 (enf2-1 様個体 /全 F2 個体  = 64/343 
(SAIL_165_F07), = 43/252 (SALK_054291))で出現し、AT1G80070/SUS2 の
T-DNA挿入変異を持つ F2からはほとんど出現しなかった(enf2-1様個体/全 F2
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入することで ENEの機能相補実験を行った。変異体 enf2に AT1G80070/SUS2
を導入したところ、期待通り葉の細さと色は enf2-1単一変異体らしい弱い表現
型を示すようになった(図 13G-J)。さらに、FILpro:GFP発現領域のサイズを測
定すると、enf2 よりも FILpro:GFP の発現領域が狭くなった(図 13K)。以上の
結果を総合して AT1G80070/SUS2は ENEであると結論付けられた。 
AT1G80070/SUS2にコードされるタンパク質は、出芽酵母のスプライセオソ
ームのサブユニット Prp8 のホモログであり、mRNA のスプライシングに広く
関わる重要な因子だと考えられている(Grainger and Beggs, 2005)。さらに、シ
ロイヌナズナのAT1G80070/SUS2のノックアウト変異体(sus2変異体と呼ばれ
る)は胚性致死であることが知られており(Schwartz et al., 1994)、実際に上記の
sus2-4, sus2-5 のヘテロ変異体の自殖種子はおよそ 1/4 が発芽しなかった(発芽
しなかった種子/全 F2種子 = 110/528 (sus2-4), = 94/403(sus2-5))。一方で変異
体 enf2が持っていた ene変異はアミノ酸置換型の変異(G708R, 図 13F)であり、
この単独変異体は見た目の表現型も FILpro:GFP の発現パターンも野生型と区
別できなかった(図 13G)。つまり、ene変異は enf2-1変異依存的に FILと PHB
の発現動態と葉の形態形成に関与すると言える。 
一方、enf2-1 変異は、野生型の ORF 上で考えるとアミノ酸配列に変化を起
こさない塩基置換だが、エキソン末端の変異であるため ENF2 の mRNA スプ
ライシングが正常に起こらず、ENF2 の遺伝子機能が低下した状態にあると考






以上の三点、1. ENE がスプライシングに関わる因子である。2. ene 変異は
enf2-1変異に依存して葉の発生に影響する。3. enf2-1変異は ENF2遺伝子のス
プライシング異常によって ENF2 機能を低下させる。という事実から、ene が
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enf2-1 変異の表現型を昂進する機構について一つの可能性が考えられた。それ
は ene変異によって enf2-1変異体での ENF2 mRNAのスプライシング異常が
昂進し、ENF2 の機能的な mRNA 量がさらに低下する、という可能性である。
これを検証するには ENF2 の機能的な mRNA 量を定量する必要があるが、一






した場合には、野生型よりも少量の PCR 断片が enf2-1 のサンプルから検出さ




そこで、2 番と 4 番のエキソン内にアニーリングするプライマーで RT-PCR
した後、高感度かつサイズ分解能の高いマイクロ流動型電気泳動システムによ
って野生型サイズのmRNAの検出を試みた。その結果、野生型と同じサイズの
PCR断片が enf2-1および enf2-1 ene由来の試料から検出され、かつその電気
























































3-5. 葉緑体の発達阻害による enf2表現型の再現 
前節で enf2では葉緑体発達の過程が正常に進んでいないことを示した。しか










いことで知られている(Mulo et al., 2003)。まずこれらの阻害剤を 100 !M以上
の濃度で含む培地で野生型を生育させたところ、一貫して芽生え全体が白くな
り、葉の形態は比較的正常に見えるものとやや細く鋸歯の発達したものが見ら
れた(図 16A, D)。さらに、濃度を 200 !M以上にすると一貫して細い葉が形成















nMであった(図 16G)が、その 100倍高い濃度(25 !M)のノルフラゾンを含む培
地で育てても、野生型植物は丸い形態の葉を形成し、リンコマイシン処理やエ
リスロマイシン処理の場合のような細い、または針状の葉は形成されなかった





































RNA編集に必要であることがわかっていた(Bersoult et al., 2009; Ian Small教
授, 私信)。一方で flv は葉の形態が細く鋸歯が発達することが報告されていた
(Serrano-Cartagena et al., 1999)。実際に当研究室において enf2と同じ生育条
件で育てて観察したところ、flv の葉の形態は細く鋸歯が目立つ点で enf2 と似
ており、葉の緑色も enf2より濃いが野生型よりも薄い点で enf2と似ていた(図
17A, C)。さらに、flvに FILの発現マーカーFILpro:GFPと PHB様遺伝子の発
現のマーカー35Spro:miYFP-Wを導入して観察結果した結果、enf2やリンコマ
イシン処理、エリスロマイシン処理の植物とよく似た広い FILpro:GFP 発現領
域と狭い 35Spro:miYFP-W発現領域が見られた(図 17B, D)。 
この flvの表現型と前節のリンコマイシン処理、エリスロマイシン処理の結果
から、プラスチド遺伝子の転写、翻訳に関わる機能が低下すると、それが原因
















全 80遺伝子とリボソーム RNAをコードする 2遺伝子について、発現レベルを
定量的 RT-PCR によって網羅的に調べた。ここで用いたサンプルは 3-2-4 節と
同様に茎頂分裂組織と 7枚前後の葉原基の全 RNAを抽出したものである。結果









一方、enf2 変異体における形態異常がこのプラスチドの RNA レベルの低下
によるのであれば、リボソーム RNAに結合してその活性を阻害するリンコマイ
シンの効果と enf2 変異の効果は相加的な影響を持つと期待される。実際 enf2
を 150 !Mという中程度の濃度のリンコマイシンで処理すると、84%(93個体中
















知られている(Ankele et al., 2007; Woodson et al., 2013)。こうした既知の知見
は芽生え全体から RNAを抽出して調べた結果のものだが、このことからプラス




て qRT-PCRによって RNAレベルを調べた。現在までにプラスチドの RNAポ
リメラーゼサブユニットをコードする 4 遺伝子(rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2)、
rRNAの 2遺伝子(rrn16S, rrn23S)、光合成に関わる 5遺伝子(rbsL, psaA, psaB, 

























ことが知られている(Woodson and Chory, 2008; Pogson et al., 2008; Larkin 
and Ruckle, 2008; Pfannschmidt, 2010; Inaba et al., 2011)。またテトラピロー
ル生合成系の代謝状態に応じて核の光合成関連遺伝子が発現変化する場合には、
GUN1だけでなく GUN2, GUN3, GUN4, GUN5 (GUN2-5)という遺伝子群が
関わっているが、プラスチド遺伝子発現に応答した核の光合成関連遺伝子の制
御には GUN2-5 が関与しないことが知られている(Koussevitzky et al., 2007; 
Cottage et al., 2008)。 




した葉を形成した(図 20B)。さらに、gun1 に FIL の発現マーカーFILpro:GFP









おり(Mochizuki et al., 2001)、実際に gun1の葉の形態には本研究で用いている
野生型と同じ培地で育てても目視や実体顕微鏡で区別できるような差異を見つ





基(横断面積 5,000 !m2以下、およそ P2から P4期程度に相当)、側方への成長
をしている葉原基(断面積 5,000 ~ 10,000 !m2、およそ P4-P6期に相当)、発生
がある程度進行して葉らしい平面的な形態をしている葉原基(断面積 10,000 ~ 
15,000 !m2、およそ P6-P8期に相当)、のいずれでも野生型との有意差を検出で









型としては enf2-1 ene gun1-1三重ホモ接合体)を作製したところ、予想通り丸
い形態の葉を形成した(図 20H)。さらにこの変異体における FILpro:GFP と
35Spro:miYFP-Wの発現パターンも、予想通り enf2よりも野生型のものと似て



















































4-1. 葉の発生における FILと PHBの発現領域の境界移動の重要性 
本研究から明らかとなった FIL と PHB の発現動態は、向軸側と背軸側の遺
伝子発現領域の形成と維持についての従来の考えと一致せず、葉の発生過程を










結果、発生開始頃(実験条件によるが、およそ P0 から P1 期頃)に切れ込みを入
れるとその原基は全体が背軸側化した針状の葉へと成長し、発生を開始して後
の段階で切れ込みを入れるとその原基は正常な向軸側と背軸側をもつ扁平な葉
へと成長する(Sussex, 1954; Snow and Snow, 1959; Hanawa, 1961; Reinhardt 
et al., 2005)。また、この分裂組織と葉原基を初期に分離するのは、最も表面の
細胞層(L1 層)でのみ分離しても背軸側化した針状の葉が形成される(Reinhardt 


















うになった。例えば PHB, PHV, REV, AS2, tasiR-ARFsなどを発現するのが向
軸側の性質を持つ細胞群、FIL, YAB3, YAB5, KAN1, KAN2, KAN3, ETT, 
ARF4, miR165/166 などを発現するのが背軸側の性質を持つ細胞群というよう
に、研究者によって細かい見解の違いはあるが、細胞群の性質を定義するもの
として遺伝子が記述されてきた(Kidner and Timmermans, 2010; Efroni et al., 



























なくとも FIL と PHB の発現動態は後者とよい整合性を示す。つまり茎頂分裂
















わる知見として、向軸側での AS2 と PHB の発現領域は少し異なり、背軸側で
の KAN1 と FIL の発現領域は少し異なるという報告がある(Nakata et al., 
2012; La Rota et al., 2011)ので、ここでは FILと PHB様遺伝子に集中して議
論すべきである。そして、序章で述べた通り FIL の発現領域が変化するという
点は先行研究において記述された例はある(Sawa et al., 1999; Siegfried et al., 



























この時期に側方成長が始まると言える。P2 期から P3 期には、茎頂分裂組織中
央の方向を 12時の方向としてPHBの発現が 10時から 2時程度の向軸側領域、
FILの発現が 2時から 10時程度の背軸側領域に及んでいる(図 3F, H)。そして
葉身が側方に突出している方向も2時と10時程度の方向となっている(図21A)。








りも背軸側寄り(およそ 4時と 8時程度の方向)となっていた(図 21C)。これらの




また、近年 FIL 発現領域と PHB 発現領域の境界付近の FIL 発現細胞で
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX遺伝子であるWOX1とWOX3/PRSが発
現することで、側方への細胞増殖を促進することが知られている(Nakata et al., 
2012)。またオーキシンの生合成系の YUCCA遺伝子群もこれらと似た領域で発



































しかし、柵状組織と海綿状組織の分化を FIL と PHB が制御していることが






4-2. FILと PHBの発現動態制御に関わる PHB様遺伝子の役割 
これまでに変異体 phb-1d/+の葉原基では FILの発現領域が狭いことと、PHB
の発現領域が葉原基の大半を占めるほど広いことが in situ hybridizationの解
析から報告されていた(McConnell et al., 2001)。しかし、この解析は二つのア






一方、本研究での phb-1d/+における 35Spro:miYFP-W の観察結果から、
phb-1d/+では FIL発現領域と同様にmiR165/166の活性領域も野生型と比較し
て同じサイズの葉原基では狭くなっていることがわかった。まずこのことから、




の大部分に及ぶと考えられるので、FIL の発現も miR165/166 の活性も葉原基
発生開始時からほとんど見られないはずである。実際の観察結果はそうではな
く、FIL の発現領域と miR165/166 の活性領域が発生初期には広い範囲で見ら
れるが、野生型よりも速く狭くなってゆく、というものであった。つまり FIL
の発現と miR165/166の活性を向軸側から次々抑制している主な要因は PHB1d




















の ENF2ホモログである PotD, PotFの研究例だけであろう。PotDと PotFは
結晶構造レベルで解析が進んでおり、ペリプラズム空間に局在する PotD と
PotF がポリアミンと特異的に結合し、これを ABC トランスポーターと共役し







































る(Chatterjee et al., 1996; Keddie et al., 1996; Babiychuk et al., 1997; 
Hricová et al., 2006; Babiychuk et al., 2011; Fleischmann et al., 2011; 





変化する可能性(Fleischmann et al., 2011; Lee et al., 2012)や、KAN1や ETT













伝子発現が異常な変異体においても、同様の FIL と PHB の発現異常が生じて
いた可能性を強く示唆する。さらにこの FIL と PHB の発現動態の異常が葉肉
分化の異常や細い葉の形態につながったということが強く示唆される。ただし、























知られている(Kode et al., 2005)。ただし本研究の結果からは、accDの発現低下
が enf2 だけでなく enf2 様の表現型を示さないノルフラゾン処理植物において




























転写制御されることが知られている(Koussevitzky et al., 2007; Kakizaki et al., 
2009)。また、プラスチドにアンカーされるタンパク質 PTMが、プラスチド機
能が阻害されたときにはGUN1依存的に切断されて核に移行し、転写因子ABI4










































gun1変異体の葉が部分的に白化するという報告(Ruckle et al., 2007)もあり、野
生環境下でGUN1が葉緑体の形成阻害を防いでいる可能性は容易に想像できる。 
































遺伝子群の mRNA を切断することはよく知られた事実であり(Mallory et al., 
2004)、逆に PHB様遺伝子群が miR165/166の発現または活性を抑える機構も




ているし(Siegfried et al., 1999)、逆に FILは KAN1, ARF4といった PHB様遺














いられる理論である(Murray, 2003; Jaeger et al., 2004)。また二つ以上の移動
性因子群が相互抑制的に働くにもかかわらず二つの領域の境界位置が安定に固
定されているという観察事実があった場合には、特別な仮定を置かなければ境































dt = f1(ABi) " g1(ABi) # ADi + DAD (ADi"1 + ADi+1 " 2ADi)       (1) 
! 
dABi
dt = f2(ADi) " g2(ADi) # ABi + DAB (ABi"1 + ABi+1 " 2ABi)       (2) 
(i = 1, 2, 3, 4, 5, 6) 
ここで、式(1)と(2)ともに右辺の第一項が時間あたりの合成量、第二項が時間
あたりの分解量、第三項が細胞間の移動による流入と流出を表す。関数 f1と f2
はそれぞれ AD と AB の合成速度で、単調減少の関数である。関数 g1と g2はそ
れぞれ ADと ABの分解速度についての関数で、単調増加関数である。ADと AB




f j (z) = p j + rj "
1
1+ z2           (3) 
! 
g j (z) = d j + c j "
z
1+ z            (4) 
(j = 1, 2) 
ここで、定数 pは基礎合成速度、rは相互の合成抑制効果の大きさである。定
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そこで、これらの AD, AB発現状態を PHB発現状態と FIL発現状態に見立て
て二つの遺伝子発現状態が維持されるのか、切り替わってゆくのかを調べるた
め、初期値として向軸側 3細胞を AD発現状態に、背軸側 3細胞を AB発現状態
に設定した後、式(1)と(2)に従う逐次計算によって ADと ABの発現の時間変化を
シミュレーションした。まず、ADと ABの間でパラメータが対称な場合(p1 = p2, 






図 23Fのように r1を小さくして p1 = p2, r1 < r2, d1 = d2, c1 = c2, DAD = DABとした場
合には AD発現状態の細胞が AB発現状態へ次々切り替わる、つまりは発現領域
の境界が向軸側へ移動してゆく。逆に、図 23Gのように r2を小さくして p1 = p2, 
r1 > r2, d1 = d2, c1 = c2, DAD = DABとした場合には AB発現状態の細胞が AD発現状
態へと次々切り替わる、つまりは領域境界が背軸側へ移動してゆく。この境界
が移動する方向は、初期状態の AD発現細胞と AB発現細胞の数が 3細胞ずつで
ない場合にも変わらず、例えば初期状態の AD 発現細胞を向軸側の 1 細胞、AB
発現細胞を残りの 5細胞としてシミュレーションした場合にも、図 23Gのよう
に p1 = p2, r1 > r2, d1 = d2, c1 = c2, DAD = DABというパラメータセットであれば同様
に境界が背軸側へ移動する(図 24A)。 
さらに r2だけでなく p, r, d, cのパラメータをさまざまに変化させた結果を図









FIL と PHB の発現領域の境界が移動しているという可能性は十分考えられる。















現するとは、phb-1d 変異のように AB による AD の分解促進効果を低下させた
場合に細胞状態の切り替わりがより速まるということである。ここでは上述の
図 24A で用いたパラメータセットを便宜的に仮想的野生型として、AB による






















た。まず ADと ABの基礎合成速度 p1, p2を p1 = p2という関係を保ったまま低下
させてみたところAB発現細胞がAD発現状態へと切り替わるのが遅くなった(図
24C)。次に ADと ABの基礎分解速度 d1, d2を d1 = d2と等しく保ったまま低下さ
せてみたところ、これも ADと ABの発現が切り替わるのが遅くなった(図 24D)。
また、ADと ABの細胞間の拡散係数を DAD = DABと等しく保ったまま低下させて


























過剰発現体における実際の FIL と PHB の発現動態とを比較することで、ある
遺伝子が ADに相当するのか ABに相当するのか、またはどちらにも当てはまら
ずモデルが不十分であるのか、といった議論ができる。その一方で enf2やリン







































時期に、プラスチドの状態に応じて FIL や PHB の発現が制御されるという機
構が既に働いていたかどうかはわからないが、GUN1 と相同性を示す遺伝子が
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けて頂きました。John Bowman教授（モナシュ大学）には phb-1d, rev-6変異
体を使わせて頂き、また研究のディスカッションにも付き合って頂きました。































































































FIL 発現領域の割合 A 
























































Z = 0 !mZ = 5 !mZ = 10 !m















































































DEX なし 恒常的DEX処理 
ad 
恒常的DEX処理 DEXなし 
向軸側 84.47 ± 2.73 0.77 ± 0.27 
背軸側 100 ± 0 7.07 ± 1.41 
(%, mean ± SE) 
VENUS発現領域の面積割合 ab E G F H 
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変異体 検出方法 プライマー1 プライマー2 制限酵素 野生型断片長(bp) 変異体断片長(bp)
enf2-1 dCAPS GGAAACACAGACAAGTGAAACTAAAAGC AGCTGATTTCGAAGCGTACAAG HindIII 124 101
enf2-2 T-DNA境界配列の増幅 CAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG CTGATCTTGTTTCCCCTTTTGCT - 535
ACATGATATTTACCTCTTAGATGGCCA CTGATCTTGTTTCCCCTTTTGCT 1022 -
ene dCAPS CAGGTCCGAGATGTAAAAGTTTTGTAC CACCAACCTGAGCCATGTAAATAGGATC BamHI 74 103
sus2-4 T-DNA境界配列の増幅 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC CACAAGACAGTACAACATCTTACAAG 943
sus2-5 T-DNA境界配列の増幅 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC AATCCATCAGCGCACAGAGACAG 381 -
SAIL_165_F07 T-DNA境界配列の増幅 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC TCTCGGTATGAGTCAGGAACTCA - 797
SALK_054291 T-DNA境界配列の増幅 CAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG TCTCGGTATGAGTCAGGAACTCA - 650
gun1-1 dCAPS CTATTGCTAAGAGGATTTTCGAAACAG GCGTCAATCACAGCATTGTAGG AluI 187 160
gun5-1 dCAPS CAACACCAAGTTCTACAGGG GCTGTTGTGGGAATAGCCTGAGGATCCAAG EcoT14I
flv-1 dCAPS AGAGCATTTGATACAAAGATATCAAGTC CCGTCACTGCTGTTTTAAATTGTTG Tsp45I 118 88
rev-6 CAPS CCCGCGATTTCTGGACCCTG TGCCTTCCTAATCCATACAC TaqI 220 + 200 + 130 330 + 220












FIL6kp-F1-ApaIKpnI FIL promoterの増幅と5'端ApaIサイト付加 accGGGCCCGGTaccgatattcgattactcacg
FIL6kp-R1-ApaI FIL promoterの増幅と3'端ApaIサイト付加 accGGGCCCcttttttgtaagaaggggaaa
爲重 博士論文 表3
遺伝子発現解析およびスプライシングパターン解析用プライマー
標的遺伝子 AGIコード名 プライマー1 プライマー2
ENF2のスプライシングパターン解析(RT-PCR)に用いたプライマー
ENF2 AT1G31410 ENF2 RT-PCR primer F1 (図14A, 青矢印) ENF2 RT-PCR primer R1 (図14A, ピンク矢印)
CCGATTGTCGTTACAGAGAATG AGGAGCTTTTTCTCCCGCATA
ENF2 AT1G31410 ENF2 RT-PCR primer F1 (図14A, 青矢印) ENF2 RT-PCR primer R2 (図14A, オレンジ矢印)
CCGATTGTCGTTACAGAGAATG ACTCGTCCTCCTCTTTGTTC
向軸と背軸側に特異的に発現する転写因子群の発現解析(図10)に用いたプライマー
KAN1 AT5G16560 CCAAGGATGCGTTGGACTAGTAGC TGCTCTTTCATGGCCGCCTAGAAG
KAN2 AT1G32240 GCAGCAGCTTCGTCAGGACAAT TCGTCAATTCCTCGCTATCTCTCG
KAN3 AT4G17695 GGTTGCTCTTTCATGACCACCCAA ACCCTCCACGCCCATTTTGTACAC
FIL AT2G45190 TGGTACAGCAACCACATCGGACAG GCCAAACCATCCTTGCGGTTAATG
YAB3 AT4G00180 GGTTGCCTGCCTTTATACGTTGGA GACCCCCAGAGAAGCGACAAAGA
YAB5 AT2G26580 AGGCAACAAACTATGCAGTACCA TACAATCCGTTGCTCAGTTATGG
PHB AT2G34710 AGGCCCTAGCAGAGTTCCTTT AGAATTTCAGCAACCTTCATGG
PHV AT1G30490 CGTGATGTTAACAACCCAGCTAA CGTGAAACAGCTACGATACCAA
REV AT5G60690 CGAATAGTCCTGCTGGATTG GATCTCTGCAATCTTCATAG
AS2 AT1G65620 TCATCTCTCTCCTCCAACATCA CCGAGGCTTTGGTACTTAGAGA
ETT AT2G33860 CAACACTTGTTCGGATGGTG CCCACACCAAATGTTCCTCT 
ARF4 AT5G60450 ATACTACCCCACCCGGAAAC TGAGACTGCATCGCAAAATC
プラスチド遺伝子発現の解析(図18A, 図19A)に用いたプライマー
psbA ATCG00020 TTACCCAATCTGGGAAGCTG AGCAATCCAAGGACGCATAC
matK ATCG00040 TTTCTACGCAAGCGGTCTTC ATCCTTTGTTGCCAGAATGC
rps16 ATCG00050 AAAGCAACGAGCCGTTTATC CCGTAAAAATCCCAGCCTTC
rps12A ATCG00065 ATCCGAAACGTCACGAAATC ACATGTTCCTCGTCGCTGA
psbK ATCG00070 TAGTCGCCAAATTGCCAGAG GAAAACTTACAGCGGCTTGC
psbI ATCG00080 TTTCTCTCTTCATATTTGGATTCCT TTCTTCACGTCCCGGATTAC
atpA ATCG00120 CCGGTAAAACAGCAGTAGCC GTAACGTAGCTGGGGAATCG
atpF ATCG00130 TACTTGGGTCACTGGCCATC GCTCCTTCACGCAGTTCTTC
atpH ATCG00140 TGGGCTTGCTTCTATTGGAC AAAGCGCTAATGCTACAACCA
atpI ATCG00150 ATTGGCAAATAGGGGGTTTC GCCGTCAGTTGGAATTGTTT
rps2 ATCG00160 GGGCTCGGTGTCATTATGTT TCTTCAACACAGCTGCATCC
rpoC2 ATCG00170 GGAGCCCGTAAAGGAGTTG ATTTCGAAAGGCGACACATC
rpoC1 ATCG00180 CCCGAATGGATGGTTTTATG TCCACGGATTCCATTATCAAG
rpoB ATCG00190 AATTTTAGCGGATGGTGCTG TGATCCTTTCAGGACCTTGG
petN ATCG00210 CGCATGGGCTGCTTTAAT GAGTCCACTTCTTCCCCACA
psbM ATCG00220 TGCACTCTTCATTCTCGTTCC TCATTTTGACTAACGGTTTTTACG
psbD ATCG00270 TTCCGTGCTTTTAACCCAAC TGGGAAACGAAGTCATAGGC
psbC ATCG00280 AGTGGCCCATTTTGTACCTG AAAGCCCAAAACTGCAGAAG
psbZ ATCG00300 TGCTTTCCAATTGGCAGTTT CCCACCAAGAAGACTAATCCA
rps14 ATCG00330 AATCCCCACCGCGTAATAGT AACATGCCTGAACCATTTCC
psaB ATCG00340 GTCTGGGCATGGATGTTCTT TGCTTGCACGATTGAAAGAG
psaA ATCG00350 GGGCGGTGAGTTAGTAGCAG TCACAAGGGAAACGAAAACC
ycf3 ATCG00360 TCCAATACTCAGCGGCTTG TTCGGGCATTAGAACGAAAC
rps4 ATCG00380 CGATTGGGTATGGCTTTGAC ATGGTTTGGCAATTCCTCAG
ndhJ ATCG00420 GCAATGTGCCTATGATGTGG TTTTCCAAACCCAGAAAACG
ndhK ATCG00430 GATGTCTATTTGCCGGGTTG ATTTCCAATATGCGGACTGC
ndhC ATCG00440 TATAGAACCGATCGGGGATG AACTCATTGCCCACGGATAC
atpE ATCG00470 GCGGTTTTGCTAGAATAGGC GTGTCCGAGCTCGTCTGAG
atpB ATCG00480 CCGTTTCGTACAAGCAGGAT CGGGGTCAGTCAAATCATCT
rbcL ATCG00490 TACCTGGTGTTCTGCCTGTG GAGCTACTCGGTTGGCTACG
accD ATCG00500 CAATGCGACAATTGTTATGG TTTTGCGCAGAGTCAATACG
psaI ATCG00510 ACTTACCCTCTATTTTTGTGCCTTT TGAATATGAAGAAATAAAGAAGCCATT
ycf4 ATCG00520 TATTTCCGTCCCAGCAAATC AAGATGCGACGACTTTTTCC
cemA ATCG00530 TTTTTGCCCTGGTTGATCTC TTGGATCGTTTCTTTGTGGA
petA ATCG00540 CAGAGGGCGAATCCATTAAA GCCAAAACAACCGATCCTAA
psbJ ATCG00550 CTGGAAGGATTCCTCTTTGG CAGGGATGAACCTAATCCTGA
psbL ATCG00560 CAATCAAATCCGAACGAACA GAAATAATTCGAAAATAAAACAGCAA
psbF ATCG00570 GGACCTATCCAATTTTTACAGTGC GTTGGATGAACTGCATTGCT
psbE ATCG00580 TGTCTGGAAGCACAGGAGAA AACCGGTGCTGACGAATAAC
petL ATCG00590 TTTCGGTTTTCTACTAGCAGCTTT TGCTTAGACCAATAAACAGAACTGA
petG ATCG00600 TCTAATTCCTATTACTTTGGCTGGA CCAACTGATCACCACGTCTG
psaJ ATCG00630 ATGGTTCGGTTCGTTAGCAG GGGAAATGTTAATGCATCTGG
rpl33 ATCG00640 GCCAAGGGTAAAGATGTTCG CTTGATTTCCCCGTGAATTG
rps18 ATCG00650 CCAAGCGATCTTTTCGTAGG AAAGTCACTCTATTCACCCGTCT
rpl20 ATCG00660 TCGGAGGCGTAGAACAAAAC CCATAAACGGCGAAAATCTC
clpP ATCG00670 GTCGGAGGAGCAATTACCAA AAACCCTTGTGATGGTTTCG
psbB ATCG00680 TTTGCAGCTTTTGTTGTTGC CGCCCAAGCTTCTGATAAAC
psbT ATCG00690 GGAAGCATTGGTTTATACATTTCTCT AAATTTTAGGTGGTTCCCGAAA
psbN ATCG00700 GGAAACAGCAACCCTAGTCG CGTGTTCCTCGAATGGATCT 裏面に続く
psbH ATCG00710 TCTAGATCTGGTCCAAGAAGCA CATTGCAACACCCATCAAAG 続き
petB ATCG00720 GGTCGGCAAGTATGATGGTC ATTTTGACCGCCCAATAACC
petD ATCG00730 TCCTTTTGCAACTCCTTTGG AAGACGGTTGTCGCTACTGG
rpoA ATCG00740 GCGATGCGAAGAGCTTTACT CCAGGACCTTGGACACAAAT
rps11 ATCG00750 TACTTGTGGATTCCGGGGTA CAGCTCGTTGCATACCTTGA
rpl36 ATCG00760 AAATAAGGGCTTCCGTTCGT CCTCGGGTTGGAACAAATTA
rps8 ATCG00770 TCGACCGGGTCTACGAATC GTCGAGCTTCTCGGTCTGTC
rpl14 ATCG00780 ACAGCGGGGCTAGAGAATTG TCGTCCCATTGTTACGTTTG
rpl16 ATCG00790 GACGTGGTGGAAAAATTTGG CATTTTTGATGCCGCTATTG
rps3 ATCG00800 CCAGAATTTCCAATCCGTATG TTTTCCGTCGATACGTCCTG
rpl22 ATCG00810 AAAGCTGAGGTGAACCAAGG GTCCCATAGGCCTCCACTAC
rps19 ATCG00820 GGGCATCCACCATTATACCC ATTTTTGGCATGTCCTCGAA
rpl2 ATCG00830, ATCG01310 CGGACCTCTCCAGAAGGTAAT AAATGGGAAATGCCCTACCT
rpl23 ATCG00840, ATCG01300 TCGGTTATTGGGGAAAAATC TTTAACCTTTCCGGGGAGTC
ycf2.1 ATCG00860, ATCG01280 CAGATAGGAAGGGCTGTTGC TTCATCGGGTACGGGTAGAG
ycf15 ATCG00870, ATCG01270 TTCTTGAACAGCGAACAACC AATCCGACATGCGTATTTTTG
ndhB ATCG00890, ATCG01250 TGGGGCAAGCTCTTCTATTC TGAGAAGGGGCTAGGGAAAG
rps7 ATCG00900, ATCG01240 AAACTGCAAAATCCGATCCA ATGAGTTGACCCGCCTACAC
rps12C ATCG00905, ATCG01230 ACGATTAACCTCGGGATTTG CGATCCTTTACTCCGACAGC
ycf1 ATCG01000, ATCG01130 TTTCGGAAGAAGGGGAAGAT TTCGAACGTGGAATTCATCA
ndhF ATCG01010 CGGCGGGTATTTTTCTTGTA GGCTAAACCCCGCTTAATGT
rpl32 ATCG01020 CTCGAAAAAGCGTATTCGTAAAA TGAATTACCTGTAGAAAGTGATTTCC
ycf5 ATCG01040 CACAATAACTGCGCCAAGTG CATAACAGAGCGCCATAGCC
ndhD ATCG01050 CACTTTAGCGGCTTTTCCAG CCACCCCACATGGATAAAAG
psaC ATCG01060 TGTACTCAATGTGTCCGAGCA ACCAACACAGTCCTCGGTTC
ndhE ATCG01070 TTCCCAACTAAAAGGGGAAA CGATTGGTTTATGCGAATTGA
ndhG ATCG01080 CATGGTACGGGGTTATTTGG TTGACGAGCCACAGAAATTG
ndhI ATCG01090 CAAACCCTACGAGCTGCAAG CCAATCAACAACAGGCAAATC
ndhA ATCG01100 CTTCAAGCTCTAGCCGATGG TCCGCTAAAACAAGGTGATTG
ndhH ATCG01110 ATGGGAAATTCAATGGCAAA TCAAAGCCCCTGCTTTCTAA
rps15 ATCG01120 AAGCAGGGGATCCGTTGAA GACAAATAAGCCAGCAGTCG
rrn16S ATCG00920 CGGTATCTGGGGAATAAGCA GATTTGACGGCGGACTTAAA
rrn23S ATCG01180 GGGCGACTGTTTACCAAAAA TTACCCGACAAGGAATTTCG
遺伝子発現解析の際、内部標準遺伝子のために用いたプライマー
beta-6-tubulin AT5G12250 ACCACTCCTAGCTTTGGTGATCTG AGGTTCACTGCGAGCTTCCTCA
18S rRNA CAGATACCGTCCTAGTCTCAACCA CAGCGGAGTCCTATAAGCAACAT
